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5 DISCUSSIO

“Ciencia és tot allo sobre el que
sempre es pot discutir”,

José Ortega i Gasset, filosof espanyol
de gran influéncia del segle XX.






5 Discussio

5.1 VISIO GENERAL

Com ja hem vist en l'apartat 1.8 "Interes de /'estud/’ pag. 42, els estudis previs
en humans realitzats pel nostre grup detectaren canvis fisiologics deguts a la
hipoxia hipobarica intermitent i establiren un protocol valid per a I'aclimatacié a
mitjana i gran altura (Casas et al., 2000; Ricart et al., 2000) i per a la millora
del rendiment fisic (Rodriguez et al., 1999). Aquests primers estudis eren de
caracter no invasiu i es centraven basicament en respostes a nivell respiratori,
amb mesures ergoespiroméetriques, i a nivell sanguini, amb analisis

hematologics complets (Rodriguez et al., 2000; Casas et al., 2001).

La hipoxia és una situacid d’estrés ambiental en la qual I'organisme és capag de
respondre, per mantenir el nivell del metabolisme aerobic en condicions de
reduccié de la disponibilitat d'O, en I'atmosfera. D'acord amb el principi de
simmorfosi (formacié d’elements estructurals orientada a complaure, pero
sense excedir-se, els requeriments funcionals) formulada per Taylor i Weibel
(1981), cal esperar que les respostes adaptatives detectades i descrites en
humans a nivell central (control respiratori i cardiac) i hematologic vagin
acompanyades d‘alguns ajustaments harmonics a nivell periféric. Per tal
d’augmentar els coneixements sobre aquestes possibles respostes en
I'intercanvi periferic i els possibles canvis produits a nivell cel*lular, s‘opta per
fer estudis de caracter invasiu. Per qiiestions etiques i técniques obvies, aquests
estudis no es podien efectuar amb humans, pel que es va resoldre portar-los a
terme amb animals d’experimentacid. Decidirem utilitzar animals murins degut
al fet de ser un bon model experimental ja que, la distribucid i tipologia de les
fibres musculars junt amb les activitats enzimatiques en rates, sén comparables
als humans (Abdelmaki et al., 1996). A més, els canvis en el temps d'aquests
animals son semblants als humans (Desplanches et al., 1996). En primer lloc va
ser necessari establir els models de programa d’exposicié intermitent a hipoxia
hipobarica que induien en les rates uns canvis hematologics iguals als detectats

en humans. Solament després de realitzar una gran quantitat de dissenys
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experimentals i quan el protocol d’exposicid en animals queda ben establert,

s'iniciaren aquests estudis.

L'estudi dels efectes de la hipoxia, tant a nivell de laboratori com en la natura,
sempre ha estat complicat, com podrem apreciar en la gran diversitat de
resultats obtinguts en els diferents estudis, alguns d’ells, fins i tot, aparentment
contradictoris. Aquesta variabilitat pot dependre de diferents motius. En primer
lloc el tipus dhipoxia: aguda, intermitent o cronica. També és de vital
importancia el temps d’exposicid a aquesta baixa pO,, ja sigui per la durada de
les sessions (en cas d’hipoxia intermitent) o per la durada total de la hipoxia (en
aguda o cronica). Al laboratori pot dependre de com es produeix la hipoxia: si
és normobarica o hipobarica, a nivell sistémic (com a les cambres) o solament
per inhalacié de gas (amb mascareta). I evidentment, la intensitat de la hipoxia,
és a dir, l'altura real o simulada o la pO, que s‘assoleix. Per exemple, una
hipoxia cronica-intermitent suau fa disminuir I'activitat enzimatica del cicle de
Krebs, en canvi, una hipoxia cronica-intermitent severa, produeix un augment

de l'activitat d'aquests enzims (Clanton & Klawitter, 2001).

Per altra banda, en I'estudi a nivell “natural” se sumen altres factors que en la
majoria dels casos no es poden controlar: condicions climatologiques extremes
(temperatures molt baixes, humitat, fort vent, neu, alta intensitat dels raigs
solars UV), alts requeriments energétics junt amb una mala nutricio,
deshidratacio, descans inadequat, cansament fisic, augment de catecolamines
provocades per la hipoxia cronica i que augmenten la produccid de radicals
lliures, entre daltres (Askew, 2002). Per la qual cosa, és dificil demostrar si els
possibles canvis produits en la natura sén deguts Unicament a la hipoxia o si
depenen o estan influenciats, de quina manera i amb quin grau, per altres
parametres ambientals (Hoppeler & Vogt, 2001). Es generalment acceptat que
en condicions d'hipoxia sistemica cronica, tant sigui a gran altura o imposada
experimentalment per cambres hipobariques o hipoxiques, s'indueixen
aclimatacions fisiologiques que ajuden a atenuar la falta de transport d'O, cap
als teixits (Deveci et al., 2002). Feia falta comprovar si en condicions d’hipoxia
hipobarica intermitent també es podrien desencadenar aquestes respostes

d’aclimatacio, d'altres de diferents o bé d'inexistents, ja que els efectes d'aquest
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tipus d’hipoxia no estan tan ben establerts i sén molts menys els estudis
realitzats (Aproximadament 10 cops menys, segons dades de Pubmed,

http://www.pubmed.gov).

D'altra banda, trobem analogies entre els animals adaptats a les grans altituds i
els mamifers marins en situacions d’hipoxia degudes a l'apnea, en termes de
possibles adaptacions en els musculs esquelétics per mantenir el metabolisme
aerobic sota condicions hipoxiques (Hochachka, 1986; Kanatous et al., 1999).
Aixi com també, esta relacionada I'aclimatacio a l'altitud amb I'exercici fisic, ja
que un dels factors que provoca les modificacions en I'esport és la hipoxia local
(Reynafarje & Velasquez, 1966). Per la qual cosa alguns dels resultats obtinguts
en hipoxia son equiparables, en certs aspectes, als mamifers bussejadors i a

I'exercici fisic practicat regularment.

5.2 PESOS DELS ANIMALS

A l'inici dels estudis hipoxics, I'opinié generalitzada era que la hipdxia cronica
podia provocar efectes positius en la capil*laritat i 'augment de la capacitat
oxidativa del muscul. Després es va establir que la hipoxia severa mantinguda
tenia efectes nocius sobre la musculatura, com per exemple la hipertrofia del
ventricle dret, I'alteracié del metabolisme proteic i 'anorexia, que fa disminuir el
pes degut a una perdua de massa muscular. Tots aquestes efectes colaterals es
troben ampliament descrits en nombrosa bibliografia (Rose et al., 1988; Howald
et al., 1990; Hoppeler et al., 1992; Singh & Selvamurthy, 1993; Pissarek et al.,
1997; Raff et al., 1999; Rumsey et al., 1999; Daneshrad et al., 2000; Deveci et
al., 2001; Tschop & Morrison, 2001; Rossignol et al., 2003; Morel et al., 2005).

Al comparar els pesos absoluts dels animals experimentals no hem trobat
variacions importants en el patré de creixement dels diferents grups, fins i tot
els animals hipoxics han tingut un pes lleugerament superior als Control.
Aquests resultats concorden amb els descrits per Kayar i Banchero (1985),
Deveci i col*laboradors (2002) i Deindl i col*laboradors (2003). En altres estudis
o aclimatacions similars, en quant a grau d’hipoxia (altura) i durada, perd amb

exposicions croniques, si que ha hagut una disminucié de la ingesta i del pes



5 Discussio

corporal (Snyder et al., 1985; Singh & Selvamurthy, 1993). Aquest decrement
també es va donar en altres estudis amb un protocol dhipoxia hipobarica
intermitent (Morel et al., 2005).

Similarment, tampoc hem trobat canvis estadisticament significatius ni en els
pesos absoluts de les mostres ni en els pesos relatius d’aquestes, és a dir, que
no s’ha donat ni hipertrofia ventricular ni atrofia de la musculatura esquelética,
essent aquests valors dels pesos molt similars en tots els animals emprats per a
I'estudi, tot i que en experiments cronics s’ha detectat un increment del pes del

cor degut sobretot a una hipertrofia del ventricle dret (Banchero et al., 1987).

Per aquests motius, aquest protocol d’exposicid a hipdxia hipobarica intermitent
podria ser considerat com un bon métode d'aclimatacid en aquest sentit, ja que
no s’han detectat alteracions en els pesos dels animals ni de les mostres

analitzades, ni hipertrofia del cor ni atrofia dels musculs esquelétics estudiats.

5.3 HISTOQUIMICA
5.3.1 Miocardi

Valdivia (1958) fou el primer en descriure I'augment de la capil‘laritzaci6 amb
I'altitud, en trobar un augment de capil*lars per area, CD, o per C/F. Des
d'aleshores s’han portat a terme a nivell cardiac nombrosos estudis en diferents
especies d'animals i en varies etapes de la seva vida. Els resultats obtinguts en
la majoria dels casos no sén del tot concloents com veurem a continuacid. En el
cor d'ovins fetals i de les seves mares es va apreciar que després de 109 dies a
3.820 metres no es produiren aclimatacions morfologiques en el miocardi. Els
fetus tingueren un creixement normal i els parametres estudiats (CD, FCSA,
NCF i pes dels ventricles) no variaren significativament entre el grup Control i
I'Hipoxic, tant per als fetus com per a les mares (Lewis et al.,, 1999).
Similarment, es feu l'estudi en rates nounades i amb les seves progenitores.
Tots els animals restaren durant 2 setmanes a una altitud simulada de 5.000

metres a partir de la setmana posterior del naixement. Respecte als adults,
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I"Gnic canvi observat fou la hipertrofia del ventricle dret. En altres parametres,
com la CD, FCSA o C/F, els resultats no presentaren alteracions (Pietschman &
Bartels, 1985). En altres animals com els conills d’india exposats durant 4 ¢ 14
setmanes a 4.500 metres es detectaren a nivell del miocardi un augment de la
CD i de C/F, aixi com una reduccio de la distancia de difusié (Kayar & Banchero,
1985). També s’han confrontat les mateixes especies animals perdo amb ninxols
ecologics situats a diferents altures. Aixi doncs, s’han comparat fotxes natives a
gran altura amb les del nivell del mar i s’ha observat un augment de la CD i una

disminucié de FCSA en els animals de més altitud (Ledn-Velarde et al., 1993).

En rates Wistar exposades a 5.250 metres durant 34 dies s'aprecia en els
animals hipoxics i en el ventricle dret un augment de la FCSA i una reduccié de
la CD, sense canviar el NCF (Clark & Smith, 1978). En canvi, amb un protocol
d’exposicid6 molt similar (6.000 metres durant 36 dies) amb rates Sprague-
Dawley els resultats foren molt diferents, produint-se un augment de la CD en
el ventricle dret (Snyder et al., 1985). Tot i aquest increment aquest autor
arriba a la conclusié que la hipoxia per si sola no provoca angiogénesi en les
fibres ja existents, necessitant altres factors per a que es produeixi la
neoformacié dels capil*lars. On si concordaren els resultats fou en el ventricle
esquerre, on no hi hagueren alteracions ni a nivell de capil‘laritzacié ni en la

mida de les fibres.

Als ventricles drets del present estudi detectarem un increment progressiu i
significatiu dels valors de CD i FD, en els grups Hipoxic i Post204. L'augment
dels capil-lars és beneficids per a la irrigaciéd de la musculatura i dels organs, ja
que asseguren un millor subministrament d'O, als teixits. Aquests increments es
podrien associar a les disminucions significatives de FCSA, FPER i MDD, ja que
al disminuir la mida de les fibres musculars tindriem més capil‘lars i fibres per
unitat de superficie sense que hi hagués angiogenesi, tal i com va hipotetitzar
Hepple (2000), tot i que en el seus estudis no hi havia canvis en el NCF. Aquest
no és el nostre cas, ja que el parametre de NCF augmenta progressivament en
tots els grups hipoxics, a diferéncia dels altres parametres on els valors del grup

Post404 tendeixen a tornar als valors basals. Per la qual cosa podem afirmar
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amb certa seguretat que hi ha formacid de nous capil'lars sanguinis. Si
relacionem la capil*laritzacid de cada fibra (NCF) amb l'area de la seccid
transversal de les fibres (FCSA) o amb el perimetre d’aquestes (FPER). Tenim
més emfasi als resultats descrits, doncs a I'unir dos parametres, que ja de per si
donen diferencies significatives, el que obtenim és una major poténcia d’analisi.
En ambdods indexs (CCA i CCP, respectivament) detectem grans diferencies
significatives entre el grup Control i els grups hipoxics, el que recolza la nostra

hipotesi sobre I'angiogénesi.

Si ens centrem en la morfologia de la fibra (Shape Factor) observarem que els
canvis produits no provoquen alteracions remarcables en la forma de la seccid
transversal de la fibra. Les fibres al disminuir la seva area i perimetre
transversals tendeixen a ser lleugerament més arrodonides, perd sense que la
modificacid sigui significativa. En altres estudis realitzats amb aus, on les fibres
musculars son considerablement majors, s’ha observat una elongacié en la
seccio transversal de les fibres com a resposta adaptativa enfront la necessitat
de major disponibilitat d’O, (Torrella et al., 1998). Aquesta estratégia podria
donar-se per tal dincrementar la proporci6 de mitocondries en posicid
subsarcolemal, ja que és en aquesta zona per on es distribueixen aquests
organuls per tal de d'aprofitar més rapidament 'O, disponible (Hoppeler et al.,
1984). En el nostre estudi una possible explicacid al manteniment de la
morfologia de la seccid transversal seria la petita mida de les fibres del miocardi
i la major area que ocupen els capillars per unitat de superficie de fibra
muscular (CCA). Amb aquestes caracteristiques 1’0, arriba rapida i eficagment a

totes les mitocondries en la posicié subsarcolemal.

També podem apreciar una clara separacié dels diferents grups quan
relacionem les CD i les FD en una representacid cartesiana, observant unes
coordenades similars en els grups Hipoxic i Post20q4, i separats del Control i
Post40q4 (Fig. 4.6). Els grups Control, Hipoxic i Post204 tenen una relacid lineal i
d'igual augment d‘ambdues densitats (CD i FD). Incrementen per igual el
nombre de capil-lars, aixi com les disminucions de les FCSA. Aquesta troballa
pot justificar-se considerant la teoria de simmorfosis (Taylor & Weibel, 1981), la

qual indica que l'organisme tendeix a una reestructuracié equilibrada per
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adaptar-se a les noves situacions, pero sense excedir dels requeriments
necessaris. Per la qual cosa, podem pensar que existeix una relacid fisica-
fisiologica entre la CD i la FD per tal de no sobrepassar les necessitats, pero
sense quedar-se curts. En canvi, el grup Post404, al cap de cert temps de deixar
de rebre I'estimul hipoxic tendeix a tornar a la situacié inicial del grup Control,
pero ho fa lentament i de manera desigual. Mentre que la CD encara es manté
bastant alta, equiparable a I'Hipoxic i Post20q4, la FD ha reculat fins a nivells
proxims al Control. Aquest fet sembla indicar que en el procés de la
capil-laritzacié o angiogenesi, es posen en marxa mecanismes de nova sintesi,
el procés és costos, empra un periode més llarg per a que els canvis siguin
visibles, perd en canvi perduren més en el temps. Per altra banda, la disminucio
de la mida de les fibres sembla un procés més transitori possiblement perqué
deu posar en marxa menys mecanismes, és energeticament menys costosa i
per la qual cosa, les modificacions s’‘observen abans, perd en canvi, també

duren menys temps i tornen als seus valors basals amb més rapidesa.

Aquest fet sembla concordar amb molts dels estudis que fem referéncia, els
quals no detectaven canvis en la capil*laritzacid, pero si en la mida de les fibres,
i pot contribuir a explicar el perqué dels seus resultats: molts d’ells mostregen
just després del periode dhipoxia i no deixen temps suficient per a que
determinats canvis o aclimatacions puguin ser detectats, ja que potser s’han
posat en marxa diferents mecanismes compensatoris perd0 encara no s’han

desenvolupat completament.

En les distribucions dels grups depenent dels rangs de FCSA i en les corbes
acumulatives d'aquests mateixos valors, s‘observa que els grups d’estudi
s'agrupen en 2 subconjunts, havent-hi una clara diferéncia en quant a
disposicid. D’aquesta manera s’aprecia per una banda els grups Hipoxic i
Post204 i per l'altra el Control i el Post404. Aquest fet, junt amb tots els altres
resultats obtinguts, indueix a pensar que el grup Post404 té unes
caracteristiques histoquimiques més semblants al Control que no pas als altres
grups hipoxics, tot i haver estat també exposat a la hipoxia hipobarica

intermitent. La qual cosa sembla indicar que l'efecte de la hipoxia té una
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limitacié temporal i després d’'un periode de recuperacid, més o menys llarg,

depenent del parametre, torna als nivells inicials.

5.3.2 Diafragma

La classificacio dels musculs respiratoris es basa en la seva funcié predominant
durant el cicle ventilatori. La inspiracié és la fase activa del cicle respiratori i
depen dels canvis de pressié generats per la contraccid muscular. Els principals
musculs inspiratoris son el DFG i els intercostals. L'espiracid, en subjectes sans i
en situacié de repos, és un procés passiu. Aixi doncs, la funcié del diafragma es
generar els gradients de pressid entre la superficie dels alveols i la sang per tal
que es produeixi l'intercanvi gasods. A pesar de la seva tasca tan especifica, la
qual no el permet descansar en tota la vida, els musculs respiratoris tenen la
mateixa estructura i funcionalitat que la musculatura de les extremitats o de la
resta del cos (Polla et al., 2004).

Malgrat aquesta similitud amb els altres musculs es poden distingir diferents
regions depenent de l'especie animal i de la funcionalitat i localitzacié en el
DFG. Zobundzija i col*laboradors (1998) distingia clarament la part costal de la
lumbar en els diafragmes d’anyells en quant a activitats enzimatiques (LDH,
SDH, ATPasa) i mida de les fibres. En l'estudi de la tipologia de les fibres es va
trobar una distribucid homogenia en la distribucid d’aquestes entre les regions
costal i crural de DFG de rates, pero diferent flux sanguini entre dites regions
(Sexton & Poole, 1995). També De Troyer i col'laboradors (1988) i Reid i
col*laboradors (1992) trobaven diferéncies significatives respecte les densitats
capil‘lars (CD) i area de les fibres (FCSA) entre la regid costal i la crural dels
diafragmes canins. En canvi, Sieck i col*laboradors (1987) no detectaven
diferéncies zonals entre la part costal i la crural en els DFG de gat, pero si entre
I'abdominal i la toracica. Deveci i col*laboradors (2002) també afirmaven que el
diafragma de les rates té una composici6 homogenia. Per altra banda, Cobb i
col*laboradors (1994) anaven més enlla i detallaven en els seus estudis que els
DFG de cavall son completament diferents, en quant a morfologia i composicid,

a la resta de mamifers. Aixi doncs, degut a les diferéncies existents entre les
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diferents regions es va delimitar molt bé la zona d'estudi, que en aquest cas
seria la regid costal, que per altra banda és la més important respecte a la
superficie i pes i és la que més treballa en condicions d’exercici. La majoria dels
estudis realitzats en DFG corresponen a aquesta regié costal (Sexton & Poole,
1995).

En considerables estudis s’ha observat la plasticitat i capacitat d'aclimatacié o
de canvi en l'estructura i en la funcionalitat del DFG vers determinades
situacions internes (creixement, maduracio, obesitat) o externes (hipoOxia,
microgravetat, entrenament fisic, agents farmacologics) tal i com han recollit
Polla i col'laboradors (2004). Per la qual cosa es pensa en la possibilitat de
canvis en l'aclimatacié del DFG en condicions d’escassetat o baixa pressié d’'O,

per tal de preservar l'oxigenacié del teixit.

Per exemple, Hansen i col*laboradors (2004) experimentaren en condicions de
microgravetat durant 14 dies observant un lleuger increment no significatiu de

la FCSA en tots els tipus de fibres de les rates experimentals.

Diferents estudis investigaren l'efecte de la hipoxia combinat amb
I'entrenament. Bigard i col'laboradors (1992) sotmeteren els animals
experimentals a un protocol d’entrenament de resisténcia fisica en unes
condicions simulades de 4.000 m. Els resultats obtinguts més destacables foren
un increment de la CD, mentre que la FCSA i el C/F no mostraren modificacions.
En altres estudis només amb exercici fisic, sense condicions de baixa pO,, es
detectaren uns resultats similars als anteriors: augment de la CD, absencia de
canvis en C/F i petita disminucidé de FCSA (Powers et al., 1996). En canvi,
també s'han descrit estudis on l'efecte sumatori de la hipoxia i I'exercici

produeix modificacions (Suzuki, 2002).

Estudis en hipoxia cronica durant 60 dies no observaren canvis remarcables en
el percentatge de les tipologies de fibra. En canvi, després de 9 mesos
d’exposicid cronica es detectaren disminucions del percentatge de fibres lentes
cap a les rapides. D'altra banda, estudis durant 5 setmanes a una altitud
simulada de 6.000 metres no detectaren canvis en C/F, pero si un increment de

la CD atribuida a la disminucid de la distancia de difusié de les fibres. Aquest
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augment és atribuit a canvis en la demanda de ventilacid en resposta a les
baixes pressions d'O,, o a la perdua selectiva de fibres grans, perd sense
defensar que es produeixi angiogeénesi (Snyder et al., 1985). Contrariament,
Deveci i col'laboradors (2001) afirmaren que en unes condicions similars
d’altitud i durada de I'exposicié cronica es produeix nova formacié de capil*lars,
ja que detecten un augment de la CD i del C/F, sense canviar la mida de les
fibres. De manera similar en el present estudi s‘observen uns resultats
d’augment significatiu de les CD en els animals experimentals i uns clars
increments de la FD, perd no essent significatius per ben poc. Aquests canvis es
produeixen sense variar considerablement el ratio C/F, encara que estiguin
clarament separats en les distribucions en l'espai (Fig. 4.13). En les
representacions cartesianes de C/F hem pogut apreciar I'agrupament dels 3
grups hipoxics (Hipoxic, Post204 i Post404) respecte al Control, degut a que els

primers tenen un major nombre tant de capil*lars com de fibres musculars.

Avui en dia es coneixen bé els mecanismes moleculars subjacents a I'exposicio
a la hipoxia, destaca pel seu paper clau I'expressidé del factor induible per
hipoxia (HIF-1a)). EI HIF-1o és una molécula dimerica que juga un paper crucial
dins del programa d'expressié génica que regula I'homeostasi de |'oxigen
(Semenza, 2003). Aquest factor s’‘expressa en tots els teixits de forma
constitutiva. Quan la tensié d'oxigen a nivell subcel*lular es manté dins del rang
de normalitat, HIF-1 resulta degradat per hidroxil*lacio i la seva ulterior unié al
complex von Hipen-Lindau (VHL) que, al seu torn, forma part d’'una associacio
molecular complexa en la que hi participa un enzim capa¢ de conjugar la
ubiquitina (Ub), que és en ultim terme la responsable de convertir a HIF-1 en
una molecula degradable. Per contra, en abséncia d'oxigen, la prolilhidroxil-lasa
no és capag d'hidrolitzar la molecula de HIF-1, pel que aquesta, en resposta a
I'estrés hipoxic, s'acumula en el citoplasma, penetra en el nucli cellular i s'uneix
especificament a determinats elements de I'ADN cel'lular (Harris, 2002). El
factor HIF-1 actua doncs com un factor de transcripcid responsable d'un
programa genetic coordinat (Semenza, 2003), intervenint en funcions diverses

pero relacionades estretament com: alteracid del patrd ventilatori, increment
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respostes fisiologiques estan intervingudes per proteines especifiques, la taxa
de transcripcié de les quals, esta fortament incrementada per la preséncia de
HIF-1, especialment els gens de la tirosina hidroxillasa (Millhorn et al., 1997),
eritopoetina (Bunn & Poyton, 1996; Bunn et al., 1998), diversos enzims
glucolitics (Jiang et al., 1996; Semenza et al., 1996) i el factor angiogéenic

endotelial, vascular endothelial growth factor: VEGF (Levy et al., 1995).

Respecte al nombre de capillars en contacte amb cada fibra (NCF) els valors
mostren una lleugera tendéncia a l'alca en els animals exposats al protocol
d’hipoxia hipobarica intermitent. Quant als parametres morfomeétrics (FCSA,
FPER i MDD) observem tendéncies idéntiques en tots els grups experimentals
respecte al Control: davallades dels valors que indiquen que la mida de les
fibres disminueix. Els Unics canvis estadisticament significatius es produeixen en
les fibres lentes (SO). Si relacionem els parametres NCF, FCSA i FPER amb tots
dos indexs (CCA i CCP) detectem unes modificacions majors, al potenciar
I'efecte sumatori de dos parametres que clarament evolucionen en sentits
oposats, perd0 en una mateixa direccid fisiologica: augmentar o facilitar el
subministrament d’O, a les cél'lules. Es a dir, petits augments de NCF i
lleugeres disminucions de FCSA i FPER, fan que els capil‘lars de les fibres
musculars hipoxiques tinguin menys superficie per actuar, i per tant, augmentin
la descarrega d'O, per unitat de superficie. Tot i fer la mateixa aportacio, tenen

menys superficie d'accio i per tant millora I'eficiencia de subministrament d'O,.

Com hem vist en els parametres i indexs anteriors, les majors diferéncies (i
sovint les uniques significatives) es produien en les fibres oxidatives lentes
(SO). Aquest fet ens guia a pensar que no només és important la carrega
hipoxica o el tipus de metabolisme de les cél-lules, sind també les seves
propietats contractils o de treball. Les fibres SO son les que funcionen
constantment per tal de que es produeixi la inspiracid. Les fibres rapides (FOG i
FG) s’activen majoritariament en condicions d’inspiracions forcades i extremes,
fet que pot ser no es déna amb profunditat en hipoxia en repos. Observem que
el DFG té un percentatge de fibres oxidatives molt elevat (al voltant del 80%)

pero al fer la correccio amb la mida de les fibres, aquest percentatge disminueix
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drasticament fins al 55%. Fet que ens indica que podriem considerar el DFG un

muscul amb un caracter mixt: meitat oxidatiu, meitat anaerobic.

A excepcid de les fibres FOG en els grups Post204 i Post404, Nno detectem
diferéncies importants en els percentatges de cada tipus de fibra. Al fer les
correccions dels percentatges esmentats, respecte la mida de cada tipus de
muscular, aixi com a lagrupar-les per propietats contractils o oxidatives,
tampoc s’han detectat modificacions remarcables (Taula 4.6 pag. 119). Fent-
nos indicar tots aquests resultats que es mantenen constants els percentatges
de cada tipus de fibra, la superficie ocupada per cada tipus de fibra aixi com les

propietats contractils i aerobiques.

Tots els canvis es produeixen sense alterar la morfologia de les fibres
musculars, encara que com les fibres es tornen lleugerament més petites, la
seccio de les cel*lules també es fa més arrodonides.

Alguns autors defensen que els possibles canvis existents en els musculs
respiratoris en determinades situacions i protocols d’hipoxia son atribuits més a
I'efecte mecanic que no pas a l'efecte metabolic o ambiental. Malgrat que el
DFG no augmenta el seu treball per cada respiracio individual amb la hipoxia
cronica (Van Liere & Stickney, 1964), la freqliencia respiratoria augmenta entre
un 20% i un 30%, i per tant el treball per unitat de temps augmenta (Thomas
& Marshall, 1997). Independentment de com es produeixen els canvis,
I'important és que els canvis hi son, ja siguin de manera directa, degut a la
baixa pO,, o de manera indirecta, perque la hipoxia provoca I'augment de la

freqliéncia respiratoria.

5.3.3 Tibialis anterior

La capil-laritzacié del muscul esquelétic motor, aixi com de qualsevol altre teixit,
és important pel subministre d’O, i substrats cap a les cél'lules. Esta ben
documentat que el nombre de capil'lars es veu alterat per I'aclimatacié a
I'increment o decrement de l'activitat muscular (Messonnier et al., 2001). El

nombre de capil'lars també es veu alterat per I'exercici en el muscul cardiac i
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esqueletic (Bigard et al., 1991). Contrariament, la disminucié de I'activitat
muscular, com I'ambient en microgravetat que es déna en els vols espacials i en
el fet d’estar confinat en un llit, indueix una rapida atrofia muscular i canvis
microvasculars, especialment en situacions d‘antigravetat (Desplanches, 1997),
perd en canvi, provoca un augment no significatiu de FCSA en tots els tipus de
fibres (Hansen et al., 2004).

Com ja hem descrit anteriorment en el MIO i en el DFG, en la musculatura
esquelética motora trobem també wuna bibliografia considerable de
comparacions de les mateixes espécies animals, pero amb habitats o ninxols
ecologics a diferents altures. Ledn-Velarde i col*laboradors (1993) van comparar
fotxes que habitaven a 4.200 metres amb d’altres a nivell del mar. Els resultats
obtinguts foren increments en el TA, soleus i plantaris de la CD, NCF i C/F i una
diminucié de FCSA en els animals habitants en regions de més altura. Uns
resultats semblants també foren observats per Eby i Banchero (1976) en
mamifers, concretament en gossos, detectant uns valors de CD tres cops
superiors i una disminucié a la meitat dels diametres de difusié en els animals
que habitaven en les altures (4.350 m) respecte als del nivell del mar. En canvi,
en altres estudis amb rates exposades a 5.500 metres amb hipoxia cronica
durant 8 setmanes, amb sessions d’entrenament previes, no observaren canvis
en la CD ni en soleus ni en EDL (Extensor digitorum longus), malgrat que la
FCSA es redui considerablement (Luedeke et al., 2004). Finalment, al comparar
embrions d'anec exposats a l'altura amb els del nivell del mar observaren un

augment de la CD i disminucio de FCSA en els primers (Snyder et al., 1984).

També es disposa de dades en humans, encara que de pocs estudis, degut a la
necessitat d'obtenir biopsies. Els humans adaptats a les altures tenen diferent
percentatge dels tipus de fibres que no es modifica degut a I'exercici, tot i que
aquest pot fer augmentar les CD i C/F, sense canviar la FCSA, tant en els
humans adaptats a baixes pressions com els del nivell del mar (Desplanches et
al., 1996).

En situacions d’hipoxia combinades amb exercici també observem resultats

contradictoris. Desplanches i col*laboradors (1993) detectaren un increment de
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FCSA, la qual cosa provoca una disminucié de la FD i, per tant, un increment de
C/F. En canvi, en altres estudis similars observaren un decrement de I'index C/F
(Abdelmalki et al., 1996).

S'observa una lleugera evolucié o tendencia d'augment en els grups Hipoxic i
Post204 dels parametres de capil*laritzacié (CD, NCF, CCA i CCP) i de la FD, tot i
que aquests canvis no son estadisticament significatius, en la gran majoria dels
casos. En altres estudis amb protocols de caracteristiques similars, en quant a
durada i intensitat de la hipoxia, tampoc detectaren cap canvi significatiu en la
musculatura esquelética analitzada, perd si una tendéncia similar a la que hem
observat en aquest estudi (Bender et al., 1984; Snyder et al., 1985; Yamashita
et al., 1994). Hem d'assenyalar perd, que en d'altres estudis amb protocols més
llargs i amb més “dosi hipoxica” (altura) es detectaren canvis estadisticament

significatius en els musculs esqueletics gracilisi plantaris (Cassin et al., 1971).

En els parametres morfologics (FCSA, FPER i MDD) el TA mostra en general una
mateixa tendencia en totes les regions: disminucions en el grup Hipoxic i uns
valors clarament per sobre del Control en el grup Post404, indicant un clar
efecte rebot. Una possible explicacid per a aquest fenomen pot ser que es
provoqui per dificultar la penetracidé d'O, per evitar que I'excés d’aquesta
moleécula pugui produir danys intracel'lulars amb especies reactives d'O,,
radicals lliures, etc. Pero el cert és que aquest efecte s’hauria de veure (en cas
de produir-se) molt més marcat en MIO i DFG, ja que la hipoxia en ells ha
provocat majors canvis tant quantitatius com qualitatius, i per tant sembla logic
d'esperar que l'efecte rebot hauria de ser major, ja que ens allunyem més de la
situacid control. Sorprenentment, succeeix tot el contrari, en el muascul on hi
han menors modificacions és on hi ha un efecte rebot més clar. Inicialment es
va sospitar que eren deguts a un error huma o de calibratge. Perd una vegada
comprovades les dades, i després de repassar tots els procediments, calibratges

i calculs, es van confirmar els resultats.

Respecte a la tipologia de les fibres musculars només trobem diferencies
significatives en el percentatge de fibres entre el grup Control i el grup Hipoxic,

aixi com entre el Control i el grup Post204 de la regié 1. També entre els grups
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Post204 i Post404 de la regid 2. En la resta de grups d’estudi, regions i tipus de
fibres no s'aprecien diferencies significatives, encara que si un lleuger augment
en els grups Hipoxic i Post 204 del percentatges de fibres oxidatives, tot i que
en 4 de les 5 regions d'estudi son de caracter marcadament anaerobic, amb
percentatges aproximats de fibres FG del 65% al 85%. Cal assenyalar que en
EDL (muscul que s'aproxima a les caracteristiques del TA), malgrat no detectar
diferencies significatives, si que s‘observa una tendencia a I'augment de les
fibres oxidatives FOG (McGuire et al., 2003), tal i com acabem de detallar en el
nostre estudi. De la mateixa manera, Sillau i Banchero (1977), Ishihara i
col*laboradors (1995) i Abdelmalki i col*laboradors (1996), tampoc observaren
diferéncies signficatives després d'una exposici6 a hipoxia cronica en la
composicid de les fibres musculars del soleus, tot i ser un muscul
majoritariament aerobic. En canvi Itoh i col*laboradors (1990) van descriure en
el mateix muscul soleus, la transformacid de les fibres SO cap a FOG en

condicions d'hipoxia.

Globalment s‘observen uns lleugers increments en els parametres de
capil‘laritzaci6 CD i NCF, juntament amb uns descensos moderats dels
indicadors morfometrics (FCSA, FPER, MDD). Aquests resultats provoquen que
al relacionar-los obtinguem unes diferencies majors, ja que es potencien els
petits efectes i es guanya amb sensibilitat (com també hem vist en el MIO i en
el DFG). Malgrat que els efectes sumatoris de les variacions no son
espectaculars, si que deixen constancia clara de tendéncies o evolucions. Per la
qual cosa, no es descarta que en protocols més intensius en quant a durada i/o
altura (encara que com hem vist en l'apartat 3.1.3 "Protocol Experimental’ pag.
69, no es recomanable passar dels 5.500 metres) puguin produir-se canvis
majors, ja que es pot esbrinar la tendéncia general vers a canvis orientats a

augmentar 'oxigenacio d’aquest muscul.

Els canvis més importants quantitativament parlant es donen en els camps 1 i 5
dels TA, que corresponen a la regioé anterior i lateral-anterior, respectivament

(veure 3.2.1.3 "Tibialis anterior" pag. 75). Curiosament, aquestes dues regions
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son les que tenen un major percentatge de fibres anaerobiques, FG (depenent
de la regi6 i grup experimental es troben entre el 75% i el 85%). A més, si
tenim en compte els alts valors de FCSA en les fibres FG del TA, practicament
tot aquest muscul presenta un caracter anaerobic molt marcat. A excepcid de la
petita regid 3, on també hi trobem les fibres SO i tenim un major percentatge
de fibres oxidatives, encara que no sigui aixi quant a la superficie total de la

citada regio6 (Taula 4.8 pag. 134).

Aixi doncs, tenim d’un costat una musculatura clarament anaerobica i de I'altre,
una pauta de conducta totalment sedentaria, ja que els animals estaven
confinats a les gabies i no realitzaven cap tipus de treball ni d’entrenament fisic.
En aquest sentit les fibres fast (FOG i FG) quasi mai estaven actives, ja que en
el manteniment de la postura estan involucrades les fibres lentes (SO), per la
qual cosa, aquestes fibres FG sén poc sensibles a I'abséncia d’0O,. Tot i aixi,
s'observen unes lleugeres tendéncies, perd essent aquestes les menys

importants quantitativament de totes les mostres analitzades.

5.4 Bioquimica

En totes les mostres, perd principalment en el DFG, hem trobat vertaderes
dificultats per tal d'establir estudis comparatius adients als nostres estudis
enzimatics. EI nombre d’experiments duts a terme en condicions d’hipoxia
intermitent, on s’estudiin enzims marcadors del metabolisme oxidatiu en aquest
muscul, és quasi bé inexistent. Els pocs que hi ha es basen principalment en
parametres mecanics (forca de contraccid, contractibilitat, fatiga, flux
ventilatori) o bé en hipdxies intermitents croniques simulant I'apnea de la son:

curts periodes d’hipoxia (segons o minuts), pero amb una alta freqiiencia.

5.4.1 LDH

El lactat deshidrogenasa (LDH) catalitza el pas final de la ruta anaerobica i la
seva activitat és una de les més freqlientment mesurades relacionades amb la
glicolisi i, per tant, s'utilitza per tenir una visié general del metabolisme

anaerobic (Sheafor, 2003). Una de les caracteristiques més comuns
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d’aclimatacio a la hipoxia és la inhibicié de la produccié de I'acid lactic, pero és
possible que en diferents models les estratégies utilitzades siguin diferents
(Clanton & Klawitter, 2001). El LDH pot convertir el piruvat a lactat, o bé
catalitzar la reaccid inversa, i les dos isoformes semblen estar involucrades en
el rol metabolic (Daneshrad et al., 2003). Aquest fet podria explicar la varietat
de resultats que hi ha en la bibliografia relacionats amb els canvis d’activitat
LDH utilitzant alguns dels models d’hipdxia cronica, intermitent o aguda. En la
majoria dels estudis en humans sén exposicions a hipoxia cronica, on quasi no
hi ha canvis o es detecten canvis lleus en I'activitat LDH (Green et al., 1989;
Howald et al., 1990). En contraposicio, l'exposicid de les rates a hipoxia
hipobarica produia increments de I'activitat total de LDH (Anderson & Bullard,
1971), i llargs cicles d’hipoxia hipobarica intermitent induien grans augments de
I'activitat LDH en la musculatura esquelética (Clanton & Klawitter, 2001) i
cardiaca (Ostadal et al., 1981). En canvi, en els estudis realitzats per Daneshrad
i collaboradors (2003) detectaren un disminucié significativa de I'activitat LDH
total de rates joves i adultes.

Si ens centrem en els experiments d’hipoxia hipobarica intermitent, els
contradictoris resultats de la literatura poden ser deguts a les condicions
experimentals, tal qual com el nivell d’hipoxia (severa, per sota d’'una PO, de
100 mmHg, o moderada, per sobre d’aquest valor), la durada de les sessions

d’hipoxia (cicles llargs o curts) i els dies d’exposicid.

Si es comparen les activitats LDH en el MIO d’animals adaptats a diferents
altures com les fotxes andines, s‘observa que no hi ha variacié d'aquestes
activitats (Leon-Velarde et al., 1993). No obstant, en estudis realitzats amb
ovelles a 3.820 metres d’altura durant 112 dies detectaren un augment de LDH
en els 2 ventricles (Ohtsuka & Gilbert, 1995). Els nostres resultats mostren
clarament que 400 mmHg (5.000 m) mantinguts amb un protocol de cicle llarg
(22 dies) redueix significativament I'activitat LDH en el MIO.

Aquests resultats podrien complementar aquells estudis que mostren que nivells
moderats d’hipoxia indueixen un augment de I'activitat dels enzims del cicle de

Krebs en el muscul esquelétic (Green et al., 1989; Melissa et al., 1997), indicant
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que una activaci6 de les rutes metaboliques aerobiques podria anar
acompanyada d’una reduccié de I'activitat LDH i de la metabolitzacié del lactat
en el MIO de la rata hipoxica. Per altra banda, la major reduccié en I'activitat
LDH observada en les mostres Post204 indicaria que la resposta induida per
I'estimul hipoxic necessita d’'un cert periode de temps per a estar completament
desenvolupada, encara que ja comenga a realitzar-se al final de I'exposicid, com
es dedueix de la diferencia significativa entre el Control i els grups Hipoxic i
Post204. Aquestes activitats enzimatiques baixes tendeixen a recuperar-se i

retornar als seus valors basals.

Anteriorment, en la discussié d'histoquimica del DFG, ja hem comentat les
diferents regions, pel que fa al seu caracter metabolic i funcional, identificades
d’aquest muscul, i que es tradueixen en trets caracteristics morfomeétrics i de
capil‘laritzacié. Quant a les activitats enzimatiques hi ha certa discrepancia,
depenent de l'activitat enzimatica que s'utilitza com a indicador. Zobundzija i
col*laboradors (1998) diferenciaven clarament la part costal de la lumbar en els
diafragmes d‘anyells en quant a activitats enzimatiques (LDH, SDH, ATPasa).
Pero en canvi, Sexton i Poole (1995) afirmaren que en les diferents zones del
DFG no hi ha distincions respecte a l'activitat de la CS. En el muscul
respiratori del nostre estudi no trobem quasi variacions entre els quatre
grups. Respecte a l'activitat LDH, aquests resultats son els mateixos que els
obtinguts per Ogura i col‘laboradors (2005) en el seu estudi amb rates, on
solament van trobar activitats més baixes d’aquest enzim quan es combinaven
I'exposicié a hipoxia més exercici fisic curt, pero intens, mentre que la hipoxia o
I'entrenament per si sols no produien alteracions dels valors LDH. Aquesta
homogeneitat en els nostres resultats pot ser deguda a que no varia el
percentatge de fibres anaerobiques (21% aproximadament) en el DFG, ni
tampoc ho fa l'area total anaerobica (aproximadament 47% d‘area de fibres
FG). Son precisament aquestes fibres FG les que tenen l'activitat LDH més
elevada. Com hem vist anteriorment en I'apartat d’histoquimica, els Unics canvis
que es produeixen es donen en les fibres SO, que tenen un metabolisme

principalment oxidatiu. Experiments basats en els efectes de la hipoxia aguda o
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cronica, provoquen una disminucié de l'aportacié d’'0,, indicant que la proporcié
de fibres lentes sembla determinar la sensibilitat d'un determinat grup muscular

vers la hipoxia (Jammes et al., 1997).

En contraposicid als resultats obtinguts en el MIO i en DFG, en el TA hem
detectat un augment progressiu, encara que no estadisticament significatiu, en
I'activitat LDH. Aquests resultats concorden amb els trobats per Jammes i
col'laboradors (1997) i Clanton i Klawitter (2001), perd contrasten amb els
treballs on no s'han trobat alteracions en les activitats LDH dels musculs
esquelétics sotmesos a exercici en hipoxia (Bigard et al., 1991; Perhonen et al.,
1996; Puente-Maestu et al., 2003). Aquest augment d’activitat LDH pot ser
degut a que el marcat caracter anaerobic d’aquest muascul faci que una de les
Uniques maneres de rentabilitzar al maxim la mancanga d'O, sigui augmentant
I'activitat d'aquest enzim, ja que com veurem posteriorment en I'apartat CS, té
bastant limitat el metabolisme oxidatiu i la ruta anaerobica seria la principal

alternativa per a l'obtencié d’energia.

Considerant aquests resultats, sembla raonable refermar la hipotesi de que un
programa d’hipoxia hipobarica intermitent, com el desenvolupat en aquests
estudis, podria involucrar una limitacié de la transcripcid del gen LDH o de
I'estabilitat del RNA,, del LDH en el miocardi de rata, perd en canvi tindria un
efecte invers en el muscul esquelétic, al menys en condicions sedentaries, com
el tibialis anterior. En canvi, no es veuria afectat en el cas del muscul esqueléetic

actiu, com hem observat al diafragma.

5.4.2CS

Normalment s’empra el citrat sintasa (CS) com a marcador de la capacitat
oxidativa, respiratoria o de la maquinaria mitocondrial, ja que és un dels enzims
claus de la matriu d’aquest organul, a més de ser la porta d’entrada al cicle de
Krebs o cicle de l'acid citric (Essen-Gustavsson & Henriksson, 1984). Aquest
cicle en les cel*lules aerobiques és la ruta comu final del catabolisme oxidatiu

de tots els substrats metabolics i, per tant, és de vital importancia per a
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I'obtencid d’energia en forma d’ATP (Daneshrad et al., 2000; Siu et al., 2003).
Degut a la naturalesa de I'enzim i a la ruta que pertany, es detecten activitats
més altes en musculs lents (Leon-Velarde et al., 1993), com s'aprecia en les
nostres mostres. Per altra banda, també s’ha observat que les activitats dels
enzims oxidatius no sempre es modifiquen en paral-lel. Les activitats del CS i
del citocrom c-oxidasa (COX) poden canviar en direccions oposades. Aix0
suggereix que pot haver un desacoblament entre el cicle de Krebs i la

fosforilacio oxidativa (Sauleda et al., 1998).

S’han realitzat nombrosos estudis per determinar la capacitat oxidativa en
I'exercici fisic i en la hipoxia cronica o aguda, perd molts menys son els estudis
realitzats amb protocols d’hipoxia intermitent. El resultat d’aquests no sén del
tot concloents, ja que com comentavem anteriorment, depenen de multiples
factors. Malgrat aix0, la majoria de resultats coincideixen a expressar que hi ha
un cert augment, no sempre significatiu, de l'activitat CS degut a l'efecte
conjunt de I'exercici i la hipoxia (Abdelmalki et al., 1996; Messonnier et al.,
2001).

Encara que la gran majoria dels estudis son realitzats amb rates, sovint també
s'empren altres animals. Aquest és el cas de l'estudi realitzat amb ovelles
exposades a 3.820 metres d'altura durant 112 dies. Aquests animals van
desenvolupar un important i significatiu increment de I'activitat CS en ambdds
ventricles (Ohtsuka & Gilbert, 1995). En el cas dels MIO del nostre estudi, en
primer lloc detectem una davallada dels valors d’activitat CS, pero després
augmenten considerablement per sobre del Control, com es va descriure a
I'experiment esmentat anteriorment. Tot i aixi, aquests augments no son
estadisticament significatius. Altres estudis trobaren també aquest augment en
condicions d'hipoxia cronica ( Hochachka et al., 1983; Abdelmalki et al., 1996;
Sheafor, 2003), encara que d’altres no detectaren canvis en I'activitat CS ni en
la capacitat mitocondrial (Bass et al.,, 1989; Kayser et al., 1991; 1996;
Daneshrad et al., 2000; Kennedy et al., 2001; Siu et al., 2003).

Aquesta tendéncia a l'alca de l'activitat CS es podria atribuir a la necessitat

d’augmentar I'eficiencia de metabolitzacié de 'O, per fer front als requeriments
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respiratoris o energétics en condicions d’hipoxia. Com hem vist el MIO és 100%
aerobic, per tant té les rutes glicolitiques molt limitades i una de les poques
opcions que té és la de rentabilitzar al maxim el metabolisme oxidatiu. Aixo
provocaria un major rendiment energetic per volum utilitzat d'O,, ja que al tenir
aquest enzim una major activitat el podria utilitzar de manera més eficient, i
obtenir una millor taxa en l'obtencié d’energia. De totes maneres, no hem
d’oblidar que la CS forma part d'un cicle, i que com a tal, esta format per un
gran nombre d’enzims, la qual cosa implica que de res serveix que la CS tingui
una major activitat si en enzims anteriors o posteriors les reaccions es veuen

limitades o retardades, provocant |'efecte embut.

A nivell del DFG trobem que hi ha una quantitat molt menor d’estudis realitzats
i molt pocs sén comparables als obtinguts en la nostra investigacié. Uribe i
col*laboradors (1992) sotmeteren a entrenaments diaris durant 9 mesos a nivell
del mar (sense cap tipus d’hipoxia) als animals d’experimentacié i van
aconseguir que l'activitat CS augmentés significativament en el DFG, tant en la
regid costal com en la crural, pero no detectaren diferéncies importants a nivell
de la musculatura abdominal. En altres publicacions també s’han trobat
diferéncies en I'activitat CS durant la hipoxia, perd en combinacié amb I'exercici
(Sanchez et al., 1991; Bigard et al., 1992; Powers & Criswell, 1996; Ogura et
al., 2005). També s’ha descrit que per a una mateixa especie els valors de
I'activitat CS augmenten en laltura (Sheafor, 2003). Tot i aixi, a ligual que
Lawler i col'laboradors (1994), tampoc no trobem canvis en les activitats CS
dels DFG, encara que l'estudi citat es basa en I'exercici fisic agut i extenuant,
enlloc de la hipoxia. En contraposicio, en estudis clinics amb pacients que
patien malalties pulmonars obstructives croniques (aquest grup de patologies
provoquen hipoxia hipoxémica), s'ha observat en les biopsies del DFG d'aquests
malalts que la capacitat oxidativa augmentava, ja que incrementava l'activitat
SDH, un altre dels marcadors metabolics oxidatius més emprats (Levine et al.,
2002), a més d'un increment en la concentracié mitocondrial (Orozco-Levi et

al., 1999). No obstant, aquesta hipoxia és de caracter cronic i s’ha vist que els



5 Discussio

efectes de la intermiténcia hipoxica en nombrosos parametres reacciona

diferencialment.

On trobem més bibliografia relacionada amb el CS és en els misculs
esquelétics locomotors, degut a una més facil accessibilitat i obtencid del
muscul que en les mostres anteriors, sobretot en el cas dels humans, i a
I'interés practic, que té sobretot en el camp de l'esport. Diferents estudis
comenten els increments de |'activitat CS, pero en la gran majoria sén deguts a
la suma d’hipoxia i d’entrenament fisic (Terrados et al., 1990; Murakami et al.,
1994; Perhonen et al., 1996; Melissa et al., 1997; Masuda et al., 2001; Puente-
Maestu et al., 2003; Siu et al., 2003; Luedeke et al., 2004), o només amb
entrenament, sense hipoxia (Essen-Gustavsson & Henriksson, 1984; Hoppeler
et al., 1985; Desplanches et al., 1996).

En determinats casos els animals foren exposats només a hipoxia i es compara
les alteracions de dues musculatures esquelétiques locomotores de
caracteristiques diferents: el soleus (muscul majoritariament composat per
fibres SO) i el gastrocnemi (amb una composicid de fibres mixta). Detectaren
disminucions no significatives en ambdds musculs, perd amb diferent grau,
donant-se les diferencies més marcades en el soleus (Pastoris et al., 1995). En
d'altres estudis també detectaren una disminucid, en aquest cas significativa,
de l'activitat CS en el muscul esquelétic locomotor, després d'un protocol
d’entrenament de resisténcia o d’expedicions extenuants (Howald et al., 1990;
Masuda et al., 1999) o quan es comparen poblacions de caracteristiques
similars (edat, nivell social, activitat fisica) que viuen a diferents altures
(Howald et al., 1990; Desplanches et al., 1996).

En el present estudi, com ja succeia amb el DFG, no detectem grans canvis en
I'activitat CS, perod si una tendeéncia a la baixa, degut a la hipoxia en el TA, com
també havien descrit anteriorment, per0 amb hipOxia cronica, altres
investigadors (Kennedy et al., 2001; Sheafor, 2003). De fet, la capacitat

oxidativa dels musculs esquelétics locomotors decreix després d’'una exposicié a
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hipoxia cronica (Luedeke et al., 2004), encara que aquestes disminucions solen

associar-se a la perdua de massa muscular.

La baixa activitat fisica de les rates sotmeses al programa d’exposicié a la
hipoxia en aquest estudi podria explicar la manca de diferencies observades en
els nivells d’activitat del CS al muscul TA. El poc pes quantitatiu que, com ja
hem vist (Taula 4.8, pag. 134), representen les fibres oxidatives en els TA
estudiats s'hauria de considerar també com a factor determinant de la
mencionada absencia d'alteracions. El fet que sigui un muscul marcadament
anaerobic pot influir en el fet que tingui una activitat CS bastant restringida o
limitada i per la qual cosa no es trobi excessivament afectat per la baixa
disponibilitat d'O,, essent poc sensible a les seves baixes pressions parcials, ja

que la font principal d’obtencié d’energia no seria per la via aerobica.

En mdsculs esquelétics amb caracteristiques més oxidatives pot ser cabrien
esperar un altre tipus de respostes més similars a les trobades a les zones

oxidatives del diafragma.

5.4.3 LDH/CS

L'index de les dues activitats enzimatiques (LDH/CS), és usat generalment com
un indicador dels ajustaments relatius entre el metabolisme anaerobic i aerobic,
(Hochachka et al., 1983, veure apartat 3.3.3.4 "Index dactivitat LDH/CS", pag.
89). Aquesta ratio indica que valors elevats impliquen alt predomini de I'activitat
anaerobica, en contraposicio, valors baixos expressen activitats oxidatives

elevades.

Si ens basem en la representacid grafica al confrontar les dues activitats
observem unes clares distribucions diferencials depenent de la mostra i del grup

experimental.

En el MIO en primer lloc observem reduccions de les activitats LDH i augments
d’activitats CS. Si ens fixem més, detectem que les disminucions de LDH es
realitzen abans en el temps que els increments de CS. Mentre que en els grups

Hipoxic i Post204 trobem poca variacié de CS, si que existeix una disminucié



5 Discussio

marcada de LDH. En canvi, en el grup Post404 els valors de LDH ja tornen als
valors de sortida del Control, pero la CS encara augmenta. Aquestes variacions
segueixen el que sembla ser un clar cicle d’histéresi si unim els 4 grups,
considerant-los com estacions intermedies d'un recorregut tancat. El MIO té un
metabolisme principalment aerobic i curiosament es produeix abans el canvi del
marcador del metabolisme anaerobic (LDH), essent aquest significatiu. En canvi

al marcador del metabolisme oxidatiu no hi han alteracions significatives.

En contraposicié el DFG no segueix un patro tant ben definit. En primer lloc es
produeix la disminucié de CS, en el grup Hipoxic, i després en el grup Post20y4
un augment d‘aquesta activitat, per sobre del Control, sense que en cap
d'aquests 2 grups es produeixi canvi en |'activitat LDH. Finalment, en el Post404
torna a haver-hi una disminucié de CS, perdo acompanyada en aquest cas de

I'augment de LDH.

Per altra banda, la temporalitzacié de les modificacions del TA és diferent
respecte al MIO. Primer es produeix una reduccié de l'activitat CS en el grup
Hipoxic sense produir-se variacions en l'activitat LDH. Després, en el grup
Post204 els valors CS tendeixen a tornar al basal i el LDH incrementa. En el
grup Post404 I'activitat LDH segueix augmentant a la vegada que la CS encara
disminueix més. El TA és practicament tot anaerobic i es produeix abans un
canvi en el marcador del metabolisme oxidatiu (CS). Aquest fet també I'hem

observat en el MIO.

Si ens fixem en els valors concrets, en el MIO hem detectat una disminucié
significativa de LDH i un débil augment de l'activitat CS, perd0 en conjunt
obtenim que l'index LDH/CS disminueix, percentualment un 20%, obtenint
d’aquesta manera un increment no significatiu del metabolisme aerobic en front
de I'anaerobic, tal i com ja s’havia descrit en rates, perd en condicions d’hipoxia
cronica (Abdelmalki et al., 1996) i també en altres animals (Hochachka et al.,
1983). Aquests resultats indicarien un increment de la funci®é mitocondrial en
rates mascles exposades a altura simulada, com ja van suggerir Gold i Costello

(1974). En contrast, en altres estudis s’ha suggerit que no hi ha canvis
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metabolics en el cor degut a l'exposicié cronica a hipoxia durant varies

setmanes ni per restriccié de I'aliment (Vergnes, 1971; Abdelmalki et al., 1996).

En el DFG no detectem canvis en l'activitat LDH, aixi com tampoc en |'activitat

CS, per la qual cosa era de preveure que el ratio es mantindria constant.

Quant al TA petits augments de I'activitat LDH han estat descrits en el present
estudi, que junt amb lleugeres reduccions dels valors CS fan que finalment hi
hagi un augment significatiu del quocient LDH/CS, fent que predomini el
metabolisme anaerobic, tal i com havien descrit en estudis anteriors, perd en
circumstancies diferents: en exercici extenuant (Howald et al., 1990) o en una
expedicié a I'Everest (Saltin et al., 1980). Una de les possibles respostes que
poden explicar aquest fet és que en expedicions a gran altura o en exercicis
extenuants i continuats hi ha una pérdua de massa muscular, que porta a una
disminucié de la densitat mitocondrial i, per tant a una disminucié de I'activitat i
del metabolisme aerobic i un canvi cap a I'anaerobic (Saltin et al., 1980; Howald
et al., 1990; Clanton & Klawitter, 2001). Tot i aixi, cal recordar que en el nostre
estudi no s’ha detectat pérdua de massa muscular ni anoréexia, per tant, les

raons no serien només aquestes.

5.4.4 Mioglobina (Mb)

Des de la revisid6 de Millikan (1939) s’esta d’acord en que la mioglobina es
desenvolupa en el MIO i en els musculs esqueletics en resposta a la demanda
d’'oxigen. Aquesta proteina també esta associada amb |‘activitat enzimatica
mitocondrial i amb I'aportacié capil*lar d'O, (Wittenberg & Wittenberg, 1989).
Per la qual cosa, la concentraci6 de mioglobina varia ampliament en els
diferents musculs, depenent de I'activitat i composicié. A la vegada que esta
correlacionada directament amb la capacitat oxidativa de la cél*lula muscular
(Lee-de Groot et al., 1998). En els mamifers aquatics s’han observat augments

de la concentracid de mioglobina en aquells que desenvolupen temps de
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busseig més prolongats (Kanatous & Garry, 2006). Estudis subseqlients han
establert que la mioglobina transporta 'O, des del sarcolema (membrana
muscular) fins a la mitocondria de les cél'lules musculars (Takahashi et al.,
1998). La mioglobina també pot jugar un paper important bloguejant I'0xid
nitric (NO), el qual inhibeix la citrocrom c-oxidasa mitocondrial, I'enzim terminal
de la cadena respiratoria, protegint d'aquesta manera la mioglobina la
respiracidé en els musculs esqueléetics i en el cor (Brunori, 2001; Flogel et al.,
2001; Kreutzer & Jue, 2006). S'estan atribuint recentment altres funcions
addicionals per a la mioglobina, com per exemple limitar els efectes toxics de
les especies d'oxigen reactives (ROS) en el cor (Garry et al., 2003). Per a una
informaci6 més detallada sobre el paper de la mioglobina en els musculs
esquelétics i cardiac veure una remarcable revisid de Wittenberg & Wittenberg
(2003).

Per altra banda, fou reconegut ja fa quasi 50 anys que els animals natius a
grans altituds tenien unes concentracions de mioglobina intramusculars més
elevades comparades amb els animals que habitaven a nivell del mar (Tappan
& Reynafarje, 1957). Poc després es va comprovar que succeia el mateix

fenomen en els humans (Reynafarje, 1962).

En estudis classics (Reis & Wooten, 1970) es comprova que les fibres lentes
(SO) tenen una alta concentracid de mioglobina, en contraposicié als baixos
nivells trobats en les fibres rapides (FOG i FG). Aquesta podria ser la rad per la
qual els resultats del nostre estudi presenten unes concentracions desiguals en
els 3 musculs analitzats. En el TA només una petita regié conté fibres de tipus
SO, sent la gran majoria de fibres i de superficie d'aquest muscul de caracter
rapid (99% de la superficie total), ja siguin bé oxidatives, FOG, o bé
anaerobiques, FG. Aquest fet comporta que la concentracié de mioglobina en el
TA sigui baixa. Per altra banda, el DFG esta composat d'un 77% de la seva
superficie total de fibres rapides, mentre que la resta son lentes. Per aquest
motiu, obtenim que unes concentracions de Mb majors que en el TA, pero no
tan elevades com en el MIO. La musculatura cardiaca, tot i que no esta
formada per les tipiques i caracteristiques fibres musculars esqueléetiques: SO,
FOG i FG (veure apartat 1.8.2.3 "7Tipus de fibres musculars’ pag. 50), per les
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seves caracteristiques metaboliques tenen una fisiologia que s'aproximaria més
al tipus SO, ja que treballen de manera sostinguda, constantment i son més
resistents a la fatiga. Aquest fet comporta una alta concentracié de Mb en el
MIO, de fet és el muscul que té més concentraci6 de Mb degut a les

caracteristiques abans detallades.

Com ja havien descrit Reynafarje i Morrisson (1962) en la hipoxia cronica, els
nostres resultats mostren que una hipoxia hipobarica intermitent pero
mantinguda, incrementa significativament el contingut de Mb en el MIO, tot i
que hi ha estudis contradictoris que mostren que la hipodxia no desencadena un
estimul suficient per fer augmentar la mioglobina del cor (Pietschmann &
Bartels, 1985). Per altra banda, també es va observar amb aus que després de
dues setmanes de captivitat, amb baixa activitat fisica, es reduia la concentracié
de mioglobina en el cor, perd no aixi en la musculatura de les extremitats
(Pagés & Planas, 1983).

Aquest augment de mioglobina és major a mesura que ens allunyem en el
temps de la finalitzacid de I'exposicié a la hipoxia intermitent. A diferéncia dels
altres parametres analitzats, on al grup Post404 detectavem una tornada als
origens dels valors estudiats, en la concentracié de mioglobina detectem els
valors més elevats en aquest darrer grup, el Post404 (Fig. 4.35 pag. 147).
Indicant aquest fet que els canvis en l'aclimatacié son aconseguits gradualment
i perduren durant més temps.

En els musculs esquelétics estudiats (diafragma i tibialis anterior) 'augment no
és tan espectacular, fins i tot en els grups Hipoxic i Post204 del DFG els valors
son lleugerament inferiors al Control, per0 després la concentracié de
mioglobina en el Post404 mostra una clara tendencia a l'alca. En el TA, tot i ser
un muscul anaerobic, sedentari en el cas dels nostres animals, i amb una gran
quantitat de fibres rapides, l'efecte estimulador de la hipoxia intermitent sobre
la concentracié de mioglobina també es fa patent, entrant en controversia amb
aquells estudis on s'afirmava que només es produia un increment de mioglobina
amb |'ajuda de I'exercici (Terrados et al., 1990; Hoppeler & Desplanches, 1992;
Masuda et al., 1999; Vogt et al., 2001). Fins i tot algunes investigacions no

detectaren augments de la concentraci6 de mioglobina amb hipoxia
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acompanyada d’exercici en humans (Masuda et al., 2001). També Masuda i
col'laboradors (1999) descrigueren, que més que un augment en la
concentracidé de mioglobina, hi hauria un increment del contingut total
d'aquesta proteina en el muscul, ja que un exercici no extrem produiria una
hipertrofia muscular i un augment del volum fibrillar, amb una major distancia
entre el sarcolema i el centre de la fibra. Afirmant, a la vegada, que els canvis
de concentracié dependrien més dels canvis morfometrics de la fibra que no
pas per |'efecte de I'entrenament. Tot i aixi, en el nostre estudi no hem apreciat
augment de la massa muscular i I'increment detectat en Mb no sembla encaixar

amb aquesta proposta.

Tot i la millora que pot suposar I'augment de concentracié de Mb en condicions
d’hipoxia, s’ha pogut observar amb I'experimentacid molt recent d’animals
knock-out, que aquesta proteina no és imprescindible, ja que aquests han
pogut sobreviure sense aquesta proteina. En el MIO i en la musculatura
esquelética locomotora han hagut altres adaptacions de reprogramacié dels
gens per la hipoxia, com per exemple: augment de la vascularitat, canvi en el
percentatge de les fibres i disminucié de FCSA (Garry et al., 2000; Kanatous &
Garry, 2006).

La millora del transport d’oxigen fins a la mitocondria i la proteccié dels musculs
de l'efecte nociu del NO i ROS, generats com conseqiiencia de les condicions
hipoxiques, podrien ser motius raonables per tal d’explicar els increments de Mb
abans esmentats. Una revisid recent de Lahiri i col*laboradors (2006) analitza la
funcid ROS com a senyal de transduccid per a les cél'lules sensores d'O,.
Aquestes cél'lules estimularien uns gens especifics involucrats en ’homeostasi
de I'0,, mitjancant alguns factors induibles per la hipoxia que son fortament

activats després de la hipoxia intermitent (Yuan et al., 2005).

5.4.5 Proteines totals

La informacioé sobre el contingut total de proteines en les diferents mostres ens

és de molta utilitat per tal d’avaluar correctament els possibles canvis que es
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donin en les activitats enzimatiques i en la concentracié de mioglobina. Sense
aquesta dada podriem deduir erroniament modificacions que serien degudes al

contingut total proteic i no a I'especific d'un enzim o d’un proteina concreta.

Generalitzarem dient que en el MIO hi ha un lleuger augment dels valors
proteics, mentre que en el diafragma i el tibialis anterior 'efecte és al contrari,
és a dir, una petita davallada en les concentracions de proteines totals. De totes
maneres, cap de les modificacions son estadisticament remarcables, la qual
cosa sembla indicar que es realitza un canvi en el patrd d'expressio de
determinades proteines, com hem vist amb la mioglobina, perd que amb el
comput general no varia la concentracid total de proteines. Aquest fet és
remarcable perd no sorprenent donat que permet mantenir constant la pressid
oncotica de l'interior de la cel*lula, un dels parametres de major importancia pel

manteniment homeostatic del volum cel‘lular.

En altres estudis s’ha vist un augment de la concentracié de proteines
mitocondrials, més per increment de la biosintesi, que no per disminucié de la
degradacié (Siu et al., 2003).

5.5 Comentaris generals

5.5.1 Cronologia dels canvis

En tots els parametres hematologics analitzats es detecta la mateixa tendéncia
que també s’ha apreciat en la gran majoria de les caracteristiques estudiades:
histoquimiques i bioquimiques. Independentment del tipus de mostra es
produeixen en els grups Hipoxic i Post204 augments dels valors que afavoreixen
una major aportacié d’'O,, per a tornar als nivells basals del Control en el grup
Post404. Malgrat aquesta mateixa evolucid s‘observa un desplacament en el
temps de la corba dels canvis. Mentre que en els parametres HQ i BQ els
majors canvis trobats son majoritariament en el grup Post204, en els
parametres hematologics aquests es produeixen en el grup Hipoxic. Aquest fet

indica que les respostes d'aclimatacié a nivell sanguini es produeixen abans que



5 Discussio

no pas a nivell periféric o muscular. Aquesta major rapidesa pot ser deguda a
que les modificacions hematologiques es donen de manera directa o semi-
directa per I'efecte del HIF-1, que és la molécula que s'expressa en primer lloc,
que a la seva vegada estimula o inhibeix I'expressid d'unes altres, com per
exemple EPO i VEGF. En canvi, en els parametres HQ i BQ estudiats trobem una
major diferéncia, com acabem de comentar, en la gran part dels casos, en el
grup Post204. Una explicacié raonable a aquest fenomen seria que hi ha molts
mecanismes metabolics i de regulacid que necessiten d’una produccié de
proteines, conduida com resposta a hormones o d’altres factors, i que per tant
requereixen de més temps per cursar. Depenent de la cascada de senyalitzacid
i dels diferents factors intermediaris la resposta pot ser més o menys tardana,
de manera que l|'expressi®6 d'aquestes respostes d‘aclimataci6 no son
instantanies, la qual cosa també fa que les modificacions, donat el seu marcat
caracter estructural, perdurin més en el temps, en la majoria dels casos un

minim d’uns 30 dies.

En canvi, observem que en la gran part de les dades obtingudes i en tots els
camps d’estudis (hematologia, histoquimica i bioquimica) en el grup Post404 els
valors retornen als nivells de sortida i sén, en certa manera, equiparables als
observats en el grup Control. La durada dels temps de manteniment del canvi
dependra de si el mecanisme de resposta és més o menys costos de produir-se.
En general, com més mecanismes es posin en marxa i més costin a realitzar-se

aquests canvis, més temps perduraran, i a la inversa.

Aquest fet ens indica que les modificacions tenen un efecte limitat i després
d’'un periode sense estimuls hipoxics tendeixen als valors basals o inicials, com
ja hem anat veient en alguns dels apartats de resultats i discussid. Pels motius
descrits, si ens interessa que els efectes hipoxics perdurin a més llarg termini,
aixo vol dir que s’hauran d‘anar estimulant puntualment i/o periddicament,
encara que s’haurien de determinar la periodicitat, la duracié i la intensitat de

I'estimul.
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5.5.2 Factors generals que podrien influir sobre les alteracions
dels resultats, independents a la hipoxia

Sovint s’han associat els canvis existents en els estudis d’hipoxia a altres factors
externs, donant com a conclusi® que només l'efecte sumatori de diferents
causes junt amb la hipoxia podria donar alteracions, i que la hipoxia per si sola
no tindria tanta capacitat per provocar modificacions. En aquesta seccid
intentarem discutir les possibles causes descrites en altres estudis per intentar
demostrar que tots els canvis produits son deguts només a la hipoxia, o al

menys no son deguts als altres factors descrits.

5.5.2.1 Atrofia-anoréxia-pérdua de massa muscular

Nombrosos estudis han afirmat que la hipoxia cronica o prolongada en la
musculatura esquelética no augmenta ni la CD ni la FD, o si es produeix no és
degut a una angiogénesi real, sind que ho fa per disminucié de les FCSA, fet
que fa augmentar en primera instancia la FD i després la CD (Snyder et al.,
1985). Aquest decrement de les FCSA el relacionen amb la perdua de la massa
muscular o atrofia (Hoppeler & Voght, 1991; Hoppeler & Desplanches, 1992;
Mathieu-Costello, 2001). En el nostre cas, com hem vist en tots els musculs de
I'estudi, el protocol intermitent no va produir disminuciéd dels pesos absoluts
dels animals ni dels pesos relatius dels musculs estudiats (pag. 102). Per la qual
cosa, les modificacions estructurals i morfométriques observades no deriven
d’'una alteracié morfologica o de pes de la musculatura, ja que no hi va haver

perdua de massa muscular ni atrofia.

5.5.2.2 Baixes temperatures/fred

Un altre dels factors que es creu clau en I'estimulacio de la hipoxia per tal de
provocar l'angiogénesi és el fred (Askew, 2002). Banchero i col-laboradors
(1987) afirmaren que només en condicions d'hipoxia i de fred es produeix
neoformacié de capil‘lars en la musculatura esquelética. Al nostre estudi tots els
animals es van mantenir en les mateixes condicions ambientals d’estabulacio
(pag. 67), tret dels periodes d’exposicid a la hipdxia en al cambra hipobarica.

Degut a la manca de variacions en els registres dels termometres i higrometres
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situats a linterior de la cambra hipobarica, aquest factor es descarta
completament com a possible causa d’augment de la capil*laritzacié en aquest

estudi.

5.5,2.3 Mala alimentacio/deshidratacio

Els nostres animals experimentals han estat alimentats amb el mateix pinso i en
les mateixes condicions de disposicid que els Control, per la qual cosa aquest
factor també es descarta. De manera analoga succeeix amb la disponibilitat
daigua, ja que tots els grups van tenir la mateixa accessibilitat per aquest
liquid. A més, com hem pogut observar no s’ha produit una evolucié anomala
del creixement en les rates exposades a la hipoxia intermitent, fins i tot aquests

animals tenien un pes lleugerament superior (pag. 102).

5.5.2.4 Desenvolupament/ creixement dels animals

Durant la planificacié de I'estudi es planteja el dubte de saber si I'efecte del
desenvolupament i maduracid dels animals podria influenciar, alterar o
emmascar els resultats obtinguts. Els animals d'aquest estudi tenien a l'inici del
protocol experimental una edat de 6 setmanes i al final 18 setmanes (4,5

mesos).

Després de revisar la literatura cientifica sobre el tema, arribarem a la conclusié
que aquest factor, tenint en compte |'edat dels nostres animals i la durada de
I'experiment, no tindria importancia quantitativa. A continuacié es detallen

alguns arguments en aquest sentit.

Els resultats obtinguts no poden ser atribuibles al procés de maduracid o
creixement dels animals, ja que en el periode comprés entre els 8 dies i els 3
mesos d’edat es produeix un augment de la FCSA en la musculatura esqueléetica
i en el DFG, aixi com una disminucié de lindex CCA (Smith et al., 1989), com
també una disminucié hiperbolica de CD amb el creixement (Tamaki, 1985).
Fets contraris als nostres resultats on observem que els canvis es produeixen
en sentit oposat, és a dir, disminucido de FCSA i augments de l'index CCA i la
CD.

En el mateix sentit, la FCSA augmenta linealment amb el pes corporal en molts

animals, entre ells els rossegadors (Sillau & Banchero, 1977). En el present



